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摘要 : 本 文 对 自然 感染 的 水 牛 源 的 人 肉 孢 子 虫 以 及 黄牛 源 人 肉 孢 子 虫 DNA 的 18S rRNA 基因 的 PCR 扩 增 
产物 进行 了 测序 。 对 所 获 的 863 bp 的 18S rRNA 基因 分 析 比 较 表 明 ， 二 者 有 较 高 的 同 源 性 ， 因 此 认为 二 者 可 能 
同 是 一 种 肉 孢 子 虫 一 一 人 肉 孢 子 虫 【Sarcocystis hominis Railliet and Lucet，l1891)。 由 此 推断 ， 不 仅 黄牛 可 作为 
人 了 肉 孢 子 虫 的 中 间 宿 主 ， 水 牛 也 可 作为 人 肉 孢 子 虫 的 中 间 宿 主 。 


KRW: ARATA: 黄牛 ; KF: 18S rRNA EA; RIRE 


中 图 分 类 号 ，Q959.115* .6 


TE A aS HBL (Sarcocystidae) F, TFA E $p 
HABGHSBRRLH. AASRHERP RS BE 
性 的 ， 其 在 中 间 宿 主 (通常 为 草食 性 动物 ) 体内 进 
THERA. CRAKE (通常 为 肉食 性 动物 ) 体 
内 进行 有 性 繁殖 。 人 肉 孢 子 虫 ( Sarcocystis hominis 
Railliet and Lucet,1891) 以 人 和 灵 长 类 动物 为 终 末 
宿主 ， 而 其 中 间 宿 主 ， 长 期 以 来 ， 认 为 只 有 黄牛 
(Bos taurus), ABAER SAA A AF EM 
FAMER, TREATHRARPHATS 
FIRES AR, RAHM RRAERSE 
肉 的 习俗 ， 造 成 极 高 的 自然 感染 率 。 人 的 自然 感染 
率 为 4% (HK): 黄牛 的 自然 感染 率 为 60% (E 
明 )。 人 肉 孢 子 虫 的 寄生 致 人 患 内 孢子 虫 病 ， 主 要 
表现 为 消化 道 症 状 如 腹痛 、 腹 泻 、 甚 至 肠 坏 死 。 黄 
牛 寄生 可 造成 疲倦 、 哮 睡 \ 贫 血 等 症 ( 左 仲 贤 ,1992)。 

AMS RPE EERE. DAF RHE 
的 光 镜 和 电镜 的 形态 结构 ; DAL; OMS 
终 末 及 中 间 宿 主 的 特异 性 ， 特 别 是 中 间 宿 主 的 特异 
人 性。 以 往 人 们 认为 肉 孢 子 虫 的 中 间 宿 主 有 严格 的 特 
异性 。 如 以 黄牛 为 中 间 宿 主 的 ， 不 能 寄生 于 水 牛 
( Bubalus bubalis } (Dubey 等 ,1989; 左 仰 贤 ,1992)。 
近年 来 人 们 研究 的 焦点 在 于 同一 种 肉 抑 子 虫 能 否 以 
几 种 不 同 的 动物 为 中 间 宿 主 。 人 们 研究 得 最 多 的 是 
LRF AP REM RRA Fe (Sarcocystis 
craxi)， 能 否 以 水 牛 作为 中 间 宿 主 。 国 内 的 学 者 通 
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过 研究 自然 感染 及 动物 转 染 实验 . 结果 表明 水 牛 可 
以 作为 枯 氏 肉 孢 子 虫 的 中 间 宿 主 ( 肖 兵 南 等 ,1991， 
1993) .但 是 国外 学 者 的 研究 结果 刚好 相反 《〈Jain 
等 ，198S)。 

人 肉 孢 子 虫 被 认为 只 有 一 种 中 间 宿 主 妈 黄牛。 
但 是 ，1998 年 我们 在 云南 耿 马 进行 家 畜 肉 孢子 
虫 流行 病 学 调查 时 ， 首 次 发 现 水 牛 体 内 有 一 种 肉 息 
子 忠 包 襄 、 其 光 镜 及 电镜 形态 与 黄牛 体内 的 人 肉 抱 
子 虫 极为 相似 。 按 照 传统 的 分 类 原则 ， 此 种 肉 孢 子 
HRW 4RATFAAAST REAR, ASH-LF 
HAM AMT RH ABM, RMT tT EW 
学 方面 的 研究 ， 

18S rRNA 基因 被 认为 是 具有 鉴定 枯 氏 肉 爷 子 
DAME RAMS 2 CS. hirsuta) 的 基因 (Neefs 
等 ,1991; Fischer 等 ,1998)。 用 简 药 法 和 上 距离 法 构 
建 的 此 基因 的 基因 树 ， 能 够 反映 出 较真 实 的 进化 关 
系 (Gajadhar 等 ,1991) ,所 以 我 们 选择 它 作为 目的 基 
因 进 行 研究 ， 


1 材料 与 方法 


宿主 样品 采集 : 分 别 采 自 市 售 的 水 牛 、 黄牛， 
BS 10 头 的 颈 部 、 腹 部 、 腿 部 肌肉 及 有 肾 肌 。 在 解 
Hs PREAH ST HR, 
1.1 BASE 

Haase, HAARATES, ATF 
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表 1 用 于 本 研究 的 物种 的 185 rRNA 基因 样品 信息 表 


Table 1 The information of 185 rRNA genes from several species used in the study 


日 

P (species) 本 | 全 k) E aE 
ABATE (S.homims) 黄牛 (cattle) AF176943? 黄牛 源 人 肉 孢 子 虫 1 
ARATE (S.hommis) 黄牛 2 (cattle) AF176945? 黄牛 源 人 肉 孢 子 虫 2 
人 附 孢 子 虫 样 内 孢子 虫 【S ,homenis-like) KE t (water buffalo) AF176942 KERAA RAAT t 
ARPT AF CS. homrnis-like) 水 牛 2 (water buffalo) AF1769442 水 牛 源 人 肉 样 肉 孢 子 忠 2 
WABASH (S. suihominis) SH t (pg) AF176936? BARAT #1 
HARE (S. suhkominis) $82 (pig) AF176937? MART 2 
PUR AAT HH (S. fuss formis) 水 牛 (water buffalo) U0307t BARAT A 
CAME CS. crust) 黄牛 (cattle) AFO174t20 RRA HE 
ERRATE (S. hruta) 黄牛 【cartle) AF006469 毛 状 肉 孢子 虫 1 
ERRATA (5S .hirswta} 黄牛 (cartle) AFOL?122 ERAAT #2 
K+ BATH (S.buffaloms) BA (cattle) AF0t7t2t 1k 4 AF 
ART BF AF CS. homins-hke) 黄牛 【cactle) AF006470 黄牛 源 人 人肉 样 肉 和 孢子 虫 3 
S .uucheniae Llama (lama glama) AFOLTL23 5 . aucheniae 
ERATA (S. gigantea) HÆ (sheep) L24384 EHATE 
API BFF í S.hominis-ike) 黄牛 (catde) AFDOG6471 R+RARR ART 4 
PAWEH (S. neurone) I (borse) UO78t2 PARATA 
RAATH OS. murs) KE (mouse) M64244 M34846 BATH 
Eimeria nieschuin SKA (mouse) 40263 E . meschuls 
Eimeria fala formas KE (mouse) AF080614 E . jalci fornas 
Frenkelia glareolz & (bird) A092245 F .glareott 


企 本 文 报道 【presenc report), 


Odening 等 (1995.1996) 和 Dubey 等 (1989 描述 的 形 
态 特征 来 鉴定 虫 种 。 E TEREA AUR E 
品 。 样 品 采集 信息 见 表 1, 
1.2 DNA 抽 提 

按 常规 酚 毛 仿 抽 提 法 进行 抽 提 。 每 个 样品 加 30 
~50pL IE 溶解 ， 置 -207 保存 。 
1.3 PCR 扩 增 

所 用 引物 见 表 I, PCR 反应 在 PCR 仪 (Biome- 
trag) 中 进行 。 反 应 体系 50 uL, HP 2~4 pL DNA 
液 ,10* 10° mol/L #4] 2 pL.200 mol/L dNTP 2 
Lo HERAT 97C MEET min 后 .马上 置 于 
hE .然后 加 入 1.25 u Taq 酶 。 按 下 列 反应 条 件 进 
4TPCRP IË 294 13min; 94T ,40s;50~ 57C, 
30 s~ [min;72 ,30 s~ 1.5 min. PCR 反应 产物 在 
凝 胶 成 像 仪 中 进行 检查 分 析 : PCR 产物 用 少 基 胶 柱 
式 纯化 法 进行 纯化 。 
1.4 DNA 测序 

测序 反应 所 用 的 引物 见 表 2。 


经 纯化 的 PCR 产 物 再 加 入 测序 反应 kit, Big- 
Dve™ ,进行 测序 反应 ,产物 在 测序 仪 LABI377}) 分 析 ， 
获得 了 863 bp 的 基因 序列 。 每 条 序列 都 经 过 正 反 链 
验证 . 序列 已 输入 基因 库 ， 序 列 号 见 表 1. 

1.5 数据 分 析 

用 于 分 析 的 DNA 序列 信息 见 表 [。 基 因 分 析 
的 序列 位 置 , 以 梭 状 肉 孢 子 虫 (Holmdahl 等 1994) 的 
序列 顾 序 为 参照 , 除 猪 人 肉 孢 子 虫 1 .2 位 于 170 一 
1 030 bp 处 外 , 余 都 位 于 140~ 1030 bp 处 。DNA 数 
据 用 DNASTAR Megalign 排序 ,相似 率 及 距离 值 用 
Megalign 的 率 类 分 析 。 亲 绿 关 系 分 析 应 用 PAUP4.0 的 
简约 法 和 距离 法 分 析 ,结果 经 1 000 次 重 抽样 检验 。 


2 结 R 


试验 所 用 引物 ， 对 肉 孢 子 虫 都 有 扩 增 ; 而 来 自 
宿主 (水 牛 、 黄 牛 、 猪 ,】 各 部 的 肌肉 组 织 DNA 进 
行 PCR 扩 增 时 ,没有 扩 增 带 出 现 。 

应 用 所 获 肉 孢子 虫 的 863 bp 的 基因 序列 进行 肉 


表 2 肉 孢子 虫 185 rRNA 基因 PCR 扩 增 和 测序 引物 
Table 2 Primers for PCR and sequencing of Sarcocystis species’ 185 rRNA genes 





$149 <promer} 上 志向 (orientation j a sequence {LE ‘location? } 
185 9L forward GGATAACCTGGTAATICIATG 156 ~ £78 
18S tL forward CTAGTGATTGGAATGATGGG 566 ~ 586 
t85 1H Teverse GGCAAATGCTTTOGCAGTAG 1 040~1 O70 
18S 6H reverse CAGASACTTGAATGATCTATOG 348 ~ 368 


CA ARR PS Fa YE (Holmdahl Æ., 1994) 为 依据 [according to the sequence number of S. fussformis (Holmdahl et af., 1994), 


e em m = 


2 期 





孢子 虫 各 种 内 和 种 间 的 相似 率 和 善 异 率 比 较 ， 结 果 
见 表 3。 

亲缘 关系 分 析 ， 用 距离 法 和 简约 法 村 得 相似 的 
基因 和 树 的 拓扑 结构 ， 用 距离 法 (N-]) 法 构 树 及 置 
信和 度 见 图 1; 用 简约 法 构 树 的 置信 和 度 见 图 2， 

从 图 1. 2 可 以 看 出 、 各 大 分 支 的 置信 和 度 都 比 
较 高 ， 说 明 结果 可 信 - 图 1 的 水 牛 源 人 内 孢子 虫 2 
与 黄牛 源 人 肉 孢 子 虫 2 形成 的 一 小 支 的 置信 度 为 
51. A2 的 水 牛 源 人 内 孢子 虫 与 黄牛 源 人 肉 孢 子 虫 
构 在 一 起 、 两 图 水 牛 源 人 内 孢子 虫 与 黄牛 源 人 肉 允 
子 虫 没有 单独 形成 单 系 群 ， 而 是 混合 地 村 在 一 个 单 
ARH, CNSRERAAR AMT H 4 的 关系 很 
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近 ， 而 与 黄牛 源 人 肉 样 肉 孢 子 虫 3 的 关系 较 远 。 
MAR HF Ht (S.neurona) 与 Frenkelia gla- 

reli RARR, MNRAS RH KARAR 

iz . 

3 讨论 各 结论 

3.1 肉 孢 子 虫 的 18S rRNA 基因 大 约 有 10 个 变异 

区 段 具 有 区别 忠 种 的 意义 。 我 们 研究 发 现在 这 些 变 

异 区 段 里 面 ， 缺失 和 插入 是 鉴定 虫 种 的 一 个 很 重要 

依据 。 在 我 们 研究 的 863 bp 中 ， 有 + 个 主要 的 变异 


区 ， 从 此 变异 区 的 信息 可 以 反映 出 ， 其 在 种 内 总 是 
很 稳定 ,而 在 种 间 却 有 变异 ,因此 我 们 认为 其 具有 


RI 由 孢子 虫 185 rRNA 基因 序列 两 两 相似 率 及 差异 率 比较 
Table 3 Percent similarity and divergence of 185 rRNA genetic seqnences of Sarcocystis species by pairwise comparison 








黄牛 源 B+ H 牛 源 

BRA HRA BRA BRA 水 牛肉 ARH ARF BAR 人 肉 样 

Af MPR fl WFA? AH AMS AMF FR A fe + 
3 4 虫 2 
AR AAT Kan 84.0 85.1 50.2 89.7 86.3 86.7 76.6 85.8 
RRA MT E 8.6 ae 80.9 80.5 84.3 85.4 85.8 71.3 84.7 
ER ARF 1I 3.6 9.2 时 97.9 97.2 79.4 80.0 79.1 79.8 
ERATA? 3:2 8.6 1.4 ore 98.0 80.3 82.9 79.4 82.0 
KE APE He 2.6 8.1 1.6 0.8 a+ 80.1 85.1 76.9 84.5 
B+RAARART HS 9.0 6.0 8.6 7.8 7.6 ae 92.5 75.0 92.0 
黄牛 源 人 人 肉 样 肉 移 子 虫 4 7.1 6.0 6.9 6.2 6.0 2.4 +++ 77.8 97.8 
BART 6.2 9.2 6.7 6.4 8.7 8.6 6.4 wes 77.6 
7k FA A EN 0 Fr 2 7.3 6.2 7.2 6.5 6.3 2.8 0.7 6.9 xxw 
BERAAH Th 2 7.2 6.1 7.0 日 -4 6.2 2.8 0.7 6.9 0.1 
S. auchenuie 10.9 9.8 12.0 11.4 10.9 8.5 8.6 10.9 9.0 
KE A EF 1 7.2 6.2 7.0 6.4 6.2 2.9 0.9 6.9 0.2 
BtBARMWT £1 7.3 6.2 7.1 6.5 6.3 3.0 1.0 7.0 0.2 
RAAT #1 11.1 10.5 11.2 10.8 10.2 9.5 8.3 11.8 8.7 
A PF or ? 11.3 10.6 11.3 11.0 10.4 9.7 8.4 12 0 8.8 
BA fa th 8.7 7.4 9.8 9.1 8.7 7.1 6.2 y. 6.1 
HS AT 9.2 7.6 9.5 8.8 8.7 6.8 6.2 4.4 6.1 
KERA 黄牛 源 人 WA 人 ‘ 

ARTAS S-auchenae OPAS mare! rai ava Fe ™ RA 
RAR A PRT H 86.1 83.5 85.8 85.8 72.9 72.5 78.9 84.8 
RAMT 85.0 84.8 85.1 85.1 73.5 73.1 82.0 85.1 
ERAMTFH 1 79.9 77.6 79.4 79.4 74.0 73.6 74.7 78.1 
ERART #2 &2.1 78.6 81.9 81.9 74.0 73.6 79.3 78.8 
水 牛肉 孢子 虫 84.6 81.9 84.3 84.3 76.1 75.5 79.4 78.8 
B+ RAR AA Th 3 92.1 81.5 91 .6 91.6 74,3 73.9 85.3 2.1 
R+tRAAR AT 4 97.9 82.6 95.5 %.5 74.5 74.1 82.0) 81.4 
ERTH 77.7 75.2 77.8 77.8 72.6 72.2 73.3 73.2 
KA RAR AFB 2 99.0 82.6 97.5 97.5 73.9 73.5 80.7 80.9 
Gt RA RT B2 ~as 82.7 97.8 97.8 74.0 73.6 81.1 81.0 
S. auchenwe 9.0 ++ 82.7 82.7 75.1 74.5 79.5 80.6 
KE RAAR ART fh 1 0.1 9.1 < 99.3 74.2 73.9 81.2 80.6 
黄牛 源 人 肉 孢 子 虫 | 0.1 9.1 0.0 + 74.2 73.9 81.5 80.9 
BARAT 1 8.6 11.1 8.7 8.8 ++ 99.4 70.2 69.6 
RAAMT 2 8.6 11.3 8.8 8.9 0.0 eee 69.8 69.3 
息肉 孢子 虫 5.9 9.2 5,9 5.9 11.2 11.4 ee 95.4 
4S ATT 5.9 10.1 5.9 5.9 11.6 11.8 2.4 xx% 


两 两 出 较 的 相似 率 位 于 上 三 角 percent sirmlarity in upper mangle}; 两 两 比较 的 差异 率 位 于 下 三 角 (percent divergence in 


lower triangle}, 
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F. glareolt 

#2 AF ALS. neurone | 

BAF ARLS mures) 

E. nteschudzi 

E. falciformis 

S. aucheniae 

S ancheniae 

FAR AEF BLS cruzi) 

SEA BEF AR ILS suihomenes 1) 
ARF AH S. sinensis like 2) 
BAWFAALS. gigantea ) 

BR ATF ALS. fusiformis) 
水 牛肉 孢子 里 LS duffalones ) 

ERA FAW ILS. hersute 1) 
ERAWF AH 2S hirsuta 2) 

REBAR RASA 3S hominis -hke 3) 
RERAR RAT R45 homins-like 4} 
AE RAR RAFT ILUS hominis like 1) 
RAR A AF a 11S. hominis 1) 

KER ARAB XAS Aominis-like 2) 
黄牛 源 人 人 肉 孢 子 虫 XS. hominis 2) 


Sl 


图 1 内 孢子 虫 18S rRNA 基因 Neighbor-Joining 法 构建 的 基因 树 及 置信 度 
Fig.1 Gene tree of Sarcocystis species’ 18S rRNA gene by H-J 


区 别 虫 种 的 价值 和 意义 。- 
3.2 分 析 水 牛 源 和 黄牛 源 两 种 人 肉 孢 子 虫 包厢 
18S rRNA 基因 序列 之 间 的 关系 ， 我 们 不 难 发 现 : 
首先 从 表 3 可 见 ， 在 和 厦 间 关系 中 .种 间距 离 值 为 
3.20 一 11.8; S.hirsuta 5 S. fusiformis Z H H FB 
AR, X 3.20~3.60, 我 们 以 此 为 参照 。 水 牛 
源 和 黄牛 源 两 种 人 肉 翁 子 虫 包 计 基因 之 间 的 臣 离 为 
0.00~0.10, AF S.kirsuta SS. fusiformis 之 间 
WER (P<0.05)。 因此 我 们 认为 水 牛 源 和 黄牛 
源 两 种 人 肉 孢 子 虫 包 寺 基 因 之 间 的 距离 小 于 种 间 关 
系 中 最 小 的 距离 ， 应 当 属 于 种 内 差异 。 更 为 重要 的 
是 ， 从 基因 树 上 可 以 看 出 ， 水 牛 源 和 黄牛 源 两 种 人 
肉 孢 子 虫 包 千 的 基因 没有 各 自 单独 形成 单 系 群 ， 而 
是 混合 地 构 在 一 个 单 系 群 。 在 有 诸多 的 肉 孢 子 虫 
18S rRNA 基因 参与 所 构建 的 基因 树 中 .水牛 和 黄 
牛 两 种 来 源 的 人 肉 孢 子 虫 所 构成 的 单 系 群 中 没有 其 
HAWS BEATA. 
RTRAA RAM T & 3 和 4 是 Fischer 等 
(1998) HERA, BHRARE. ARM 


为 当时 没有 确定 的 人 肉 孢 子 虫 (S.hominis) 基因 
序列 作为 参照 ，Fisher 没 法 对 二 者 进行 确认 ， 只 能 
认为 二 者 可 能 为 2 个 点 种 。 我 们 研究 发 现 ， 水 牛 和 
黄牛 两 种 来 源 的 人 肉 孢 子 虫 与 黄牛 源 人 肉 样 肉 孢子 
虫 4 的 关系 很 近 ， 而 与 黄牛 源 人 肉 样 肉 孢子 虫 3 的 
关系 较 远 。 

从 上 面 的 分 析 ， 我们 认为 水 牛 源 和 黄牛 源 两 种 
AANMFT Ra. WHRSR+RA ARATE 4 
为 同一 虫 种 即 人 肉 孢 子 虫 ， 而 黄牛 源 人 肉 样 肉 孢子 
虫 3 可 能 为 其 他 的 下 种 。 

3.3 动物 转 染 实验 : 我 们 尚未 发 表 的 资料 表明 ， 
从 黄牛 一 人 一 水 牛 一 人 转 染 实验 证 实 ， 水 牛 能 在 实 
验 感染 的 条 件 下 ， 作 为 人 肉 孢 子 虫 的 中 间 宿 主 。 从 
水 牛 转 染 实验 所 得 的 包厢 与 黄牛 源 的 包 赛 在 光 镜 和 
电镜 下 无 区 别 。 但 在 自然 情况 下 ， 水 牛 是 否 能 作为 
人 肉 孢 子 旧 的 中 间 宿 主 尚 无 根据 。 现 在 通过 对 从 自 
然 感染 的 水 牛 体 内 和 黄牛 源 的 人 肉 孢 子 忠 包 计 的 
18S rRNA 基因 分 析 资 料 可 以 看 出 ， 这 两 种 来 源 的 
包厢 很 可 能 为 同一 虫 种 。 因 此 ， 我 们 认为 在 自然 


子 忠 形态 上 看 没有 区 别 ， 但 二 者 序列 差别 较 大 , 因 KR, 水 牛 同样 可 作为 人 肉 孢 子 虫 的 中 间 宿 主 。 
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图 2 ATR 185S rRNA 基因 简约 法 构 树 及 置信 度 


Fig.2 

本 文 的 基因 分 析 资 料 为 证 明 水 牛 在 自然 界 能 作 

为 人 肉 孢 子 虫 的 中 间 宿 主 提供 了 一 些 证 据 。 进 一 步 

再 对 两 种 来 源 的 肉 孢 子 虫 的 其 他 基因 ， 如 ITS1 基 

因 进 行 研究 ， 实 属 必要 。 研 究 这 些 问题 对 于 肉 孢 子 
BH ORAS Ris MMB ABER. 


Gene tree of Sarcecystis species’ 18S rRNA gene by pasimony 
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18S rRNA GENE OF Sarcocystis hominis CYST FROM 
WATER BUFFALO AND CATTLE 
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Abstract: DNAs of Sarcocystis homivis-like cyst from 
the nature infected water buffalo ( Besbalus bubalis )， 
Sarcocystis hominis from cattle ( Bos taurus }, and 
Sarcocystis suihominis from swine (Sus scrofa ) were 
extracted respectively. The 18S rRNA genes’ PCR 
productions of each isolate were directly sequenced. 


The cysts from both cattle and water buffalo sources 


showed a high homology within the compared 863 bp 
18S rRNA gene sequences, which contain 4 main va- 

tied regions. According to the analysis, the 4 isolates 
both from cattle and water buffaloes probably are the 
same species, Sarcocystis hominis. And water buffalo 
can also serve as the intermediate host for S . hominis 
besides cattle in south China. 


Key words: Sarcocystis hominis; Cattle; Water buffalo; 18S rRNA gene; Species identification 
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